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研究成果の概要（和文）：我々は、アレルギー疾患の原因となるマスト細胞からのアレルギー誘発物質の分泌に
必須であるカルシウムチャネルOraiのうち、サブタイプの一つのOrai2がアレルギー誘発物質を貯蔵・分泌する
分泌顆粒に発現することを見出した。そこで我々は分泌顆粒が細胞内Ca2+ストアとして働き、マスト細胞の刺激
によって細胞内Ca2+濃度上昇に寄与する可能性を検証した。そのために、分泌顆粒内のCa2+濃度を測定する蛍光
タンパク質をベースとしたプローブの開発に成功した。しかしながら、マスト細胞の刺激に伴う細胞内Ca2+濃度
上昇とともにおこると期待された分泌顆粒内のCa2+濃度の減少は観察されなかった。

研究成果の概要（英文）：We found that one of the subtypes of the calcium channel Orai, which is 
essential for the secretion of inflammatory mediators from mast cells, is expressed on secretory 
granules that store and secrete mediators. We examined the possibility that secretory granules work 
as an intracellular Ca2+ store and contribute to the increase in intracellular Ca2 + concentration 
by stimulating mast cells. We have succeeded in developing a fluorescent protein-based probe that 
monitors Ca2+ concentration in secretory granules. However, no decrease in intracellular Ca2+ 
concentration, which was expected to occur with an increase in intracellular Ca2+ concentration 
associated with mast cell stimulation, was observed.

研究分野：生物物理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
国民の半数が何らかのアレルギー疾患を有するといわれており、その原因となるマスト細胞からのアレルギー誘
発物質の分泌機構を明らかにすることは重要である。我々はこの分泌に必須である細胞内Ca2+濃度上昇を担う
Ca2+チャネルOraiの一つであるOrai2がアレルギー誘発物質を貯蔵・分泌する分泌顆粒膜に発現することを見出
した。そこで、分泌顆粒が細胞内Ca2+ストアとして働き、分泌を増強する可能性を検証した。マスト細胞の刺激
に伴う分泌顆粒内のCa2+濃度の減少は観察されなかったが、そのために開発した分泌顆粒内Ca2+濃度を測定する
プローブは他の分泌細胞にも適用でき、分泌機構解明に役立つことが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
  
我々はアレルギー疾患の原因となるマスト細胞からの炎症性メディエーターのエクソサイトー
シスによる分泌機構について研究を行ってきた。マスト細胞には、ヒスタミン等の炎症性メデ
ィエーターを含む分泌顆粒があり、細胞が活性化されるとその分泌顆粒が細胞膜と融合し、メ 
ディエーターが細胞外に分泌され、アレルギー反応が惹起される。この分泌は受容体刺激に続
いておこる細胞内のCa2+濃度の上昇によってトリガーされる。このCa2+濃度上昇は、Caストア
（小胞体；ER）からのCa2+の放出と、Caストアの枯渇により活性化される細胞膜のCaチャネ
ルOraiを介した細胞外からのCa2+の流入によるものである。そして、このOraiの活性化は、Ca
ストア（ER）内のCa2+センサー蛋白質であるSTIMによって誘導される。OraiにはOra-1、-
2、-3の3つのサブタイプがあるが、マスト細胞には3つすべてが発現している。我々は近年、
マスト細胞ではOrai-2が分泌顆粒膜に局在していることを見出し（図１）、エクソサイトーシ
スによる分泌を正に制御していることを明らかにした。さらに興味深いことに、Orai-2をノッ
クダウンすると細胞内CaストアからのCa2+放出（細胞外Ca2+濃度がゼロの条件での細胞内Ca2+

濃度上昇）が低下することを見出した（Ikeya M., et al., (2014) 文献①）。 
分泌顆粒内にはmMオーダー
の高濃度のCa2+が存在するこ
と、また、予備的な研究で
は、刺激に伴い分泌顆粒内の
Ca2+濃度が低下することを見
出していることから、ERだけ
でなく分泌顆粒がCaストアと
して働き、分泌顆粒からの
Ca2+放出が、分泌顆粒のOrai-
2とCaストア（ER）のSTIM
との相互作用によって誘導されることが強く示唆する。 
本研究によって、分泌顆粒がCaストアとして働き、分泌顆粒からのCa2+放出が、分泌顆粒の
Orai-2とCaストア（ER）のSTIMとの相互作用によって誘導されるという仮説を検証する。 
 
２．研究の目的 
アレルギー疾患の原因となる分泌細胞であるマスト細胞からのエクソサイトーシスによる分
泌は、受容体刺激後の細胞内のCa2+濃度の上昇によってトリガーされる。このCa2+濃度上昇
は、Caストア（小胞体；ER）からのCa2+の放出と、Caストアの枯渇により活性化される細胞
膜のCaチャネルOraiを介した細胞外からのCa2+の流入によるものである。OraiにはOrai-1、-
2、-3の3つのサブタイプがあるが、我々は、マスト細胞ではOrai-2が分泌顆粒膜に局在してい
ることを見出した。 
本研究では、分泌顆粒がCaストアとして働き、分泌顆粒からのCa2+放出が、分泌顆粒のOrai-2
とCaストア（ER）のSTIMとの相互作用によって誘導されるという、新しいCaストアからの
Ca2+放出機構を明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１） 細胞培養 
マスト細胞のモデル細胞として、ラット好塩基球白血病細胞株である RBL-2H3細胞を使用し
た。この細胞を、イーグルMEM培地（ニッスイ）に 0.29 mg/mL L-glutamine（Wako）と 2 
mg/mL NaHCO3、10% FBS（Sigma-Aldrich）、を添加した培地を用いて、37℃、5% CO2の条
件下で培養した。 
（２）hGHss-D1 
分泌顆粒内の Ca2+濃度を測定するために、FRET をベースとした Ca2+センサーである CFP-

D1-Citrineに分泌顆粒局在化シグナル配列であるヒト成長ホルモン（human Growth Hormone; 
hGH）を付加したキメラタンパク質の DNAを構築した。 
（３）細胞への遺伝子導入 

Orai-1       Orai-2       Orai3 

図 １ マスト細胞におけるOraiのサブタイプごとの分布 



RBL-2H3細胞を AmaxaTM Cell Line NucleofectorTM Kit Rを用いて、Amaxa Nucleofector 
Ⅱ（Lonza, Free Program: T-020）を用いたエレクトロポレーションにより遺伝子導入を行った。
エレクトロポレーション後の細胞を滅菌済の ZOG-3 ガラス OG チャンバー（Elekon Science）
に播種し、24～48時間後に共焦点レーザー顕微鏡（LSM-800, Carl Zeiss）で観察した。 
（４）画像解析による細胞質及び細胞内オルガネラの Ca2+濃度動態の測定 
小胞体内の Ca2+濃度は、FRET をベースとした Ca2+センサーである D1-ER のプラスミド DNA を
細胞内に導入することにより測定した。 
分泌顆粒内の Ca2+濃度は、FRET
をベースとした Ca2+センサーを分
泌顆粒に局在化させるために
human Growth Hormone のシグナル
配列（hGHss）を付加したキメラタ
ンパク質である hGHss-D1 のプラ
スミド DNA（図２）を細胞内に導
入することにより測定した。 
 
４．研究成果 
（１）分泌顆粒に局在化させるために human Growth Hormoneのシグナル配列（hGHss）を
付加した FRETベースのCa2+センサータンパク質である hGHss-D1をRBL-2H3細胞に発現さ
せたところ、期待したように、分泌顆粒内に局在することが明らかとなった（図３）。 
 
（２）ジニトロフェニル基に対する IgEで感作した RBL-2H3細胞を DNP-HSAで抗原刺激し
たところ、細胞質の Ca2+濃度の上昇と ER内の Ca2+濃度の減少は確認できたが、分泌顆粒内の
Ca2+濃度変化を CFPと Citrineの間の FRET効率 

FRET効率 =  
F(Citrine)

F(CFP）
 

によって評価したところ、変化は認められなかった（図４）。 
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図２ 分泌顆粒内の Ca2+濃度センサー 
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図３ 分泌顆粒内 Ca2+濃度センサーの細胞内分布 
hGHss-D1 の蛍光が分泌顆粒に局在して、ドット上に蛍光を発す
るのが観察された。 

図４ 分泌顆粒内 Ca2+濃度変化 
図3の分泌顆粒(SG1とSG2)の顆粒内Caセン
サーの FRET 効率をプロットした。 
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